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研究成果の概要（和文）：本研究では、我々が発見した緑・赤色光受容型のシアノバクテリアの光スイッチの吸
収波長の可塑性を最大限に引き出すため、吸収波長特性を大腸菌の増殖速度でモニターする新規スクリーニング
系の開発を行なった。光スイッチ遺伝子群と光スイッチプロモーターを融合した薬剤耐性遺伝子を大腸菌に導入
し、その効果を評価したところ、大腸菌由来の転写システムによる光スイッチプロモーターの恒常的な活性化、
光スイッチタンパク質の色素結合効率と転写活性の不足、の２点が課題として示された。現在、別宿主から単離
した有望な光スイッチ遺伝子を用いて、システマティックなアプローチによる大腸菌内光スイッチ回路の構築を
進めている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop the photoswitch systems sensing rainbow 
colors by introducing random mutagenesis in the cyanobacteriochrome-class photosensor and by its 
screening in E. coli using next generation sequencers. We introduced the photoswitch system and 
light regulated promoter fused to antibiotics genes in E. coli, but did not observe clear control of
 its growth rate by light irradiation. Further analyses suggested that 1) activation of 
light-regulated promoter by E. coli transcriptional system and 2) inefficient transcriptional 
activation probably due to low efficiency in chromophore attachment of photosensor protein and/or 
its low phosphorylation activity. Therefore, we are now trying a superior photoswitch identified in 
different host cyanobacteria and establishing more systematic approach.

研究分野： 光生物学、ゲノム生物学
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）、光スイッチプ

させた薬剤耐性遺伝子を
色素合成プ

導入した。プラス
、緑色光

と赤色光の照射下で大きな違いは見られな
解析を行なったところ、導入

発現している
が、光スイッチプロモーターを融合した薬剤

照射光
続いて、光

の光受
のリン酸化レベルにあ

るのか、もしくは薬剤耐性遺伝子の発現レベ
CcaR 両

欠失したプラスミドを構築し、大腸
生育速度を評価した。その結果、



この欠失プラスミド導入株においても恒常
的な薬剤耐性遺伝子の発現が見られた。この
ことは、光スイッチプロモーターに大腸菌由
来の転写因子が結合して薬剤耐性遺伝子を
発現させ、その結果、光波長に依存しない薬
剤耐性能を大腸菌獲得したことを示してい
る。また、CcaS/CcaR 欠失プラスミド導入株
は、欠失前のプラスミド導入株と比べて増殖
速度が低下していた。このことは、CcaS 及び
CcaR 導入により薬剤耐性遺伝子の恒常的転
写が活性化されたことを示しており、
CcaS-CcaR システムの光感受性にも問題があ
ることが示唆している。 
 平成２９年度は、前年度に見つかった問題
点の解決のための研究を行なった。研究開始
と同時期に、大腸菌由来の転写因子が光スイ
ッチプロモーターに結合する可能性が海外
のグループから報告された（Sebastian et al 
2014 ACS Synth. Biol.）。大腸菌由来のシグ
ナル伝達のクロストークを解消するため、こ
れらの結合部位を除去した光スイッチプロ
モーターを薬剤耐性遺伝子と融合して大腸
菌に導入したが、増殖速度に影響は見られな
かった。これは大腸菌由来の転写因子の結合
部位が CcaR 結合部位と非常に近い可能性を
示唆している。続いて、薬剤耐性遺伝子を GFP
遺伝子に置換したプラスミドを構築し、細胞
の増殖ではなく、GFP の蛍光強度として光シ
グナルをモニターする系を構築した。その結
果、光スイッチプロモーターの活性は GFP 蛍
光の検出下限レベルであることがわかった。
これらの点は、微量の薬剤耐性遺伝子の発現
の「漏れ」が、細胞の増殖速度という表現系
に大きく影響することを示していた。薬剤濃
度を上げたところ、ある程度の改善が見られ
たが、将来的には栄養要求性に関わる遺伝子
等の利用も検討する必要がある。CcaS 及び
CcaR から光スイッチプロモーターへのシグ
ナル増強を目的として、Synechocystis 属以
外のシアノバクテリア宿主由来の CcaS 及び
CcaR を検討した。その結果、糸状シアノバク
テリアの持つ CcaS 及び CcaR の光スイッチ能
が極めて高いことを見出し、その遺伝子に関
する特許を出願した。さらに、CcaS 及び CcaR
の発現量の厳密な制御を目的として、プロモ
ーター・リボソーム結合部位・ターミネータ
ー配列の最適な組み合わせをスクリーニン
グできるシステムを構築している。 
 総括として、本研究では光受容体の波長特
性改変のための優れたスクリーニングシス
テムが開発を行い、そのボトルネックとなる
課題点を絞り込むことに成功した。今後は、
これらの点を１つ１つ解決し、最終的な光受
容体の吸収波長の改変へとつなげることが
重要である。 
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